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摘要 :【 目 的] 本 研究 旨 在 探索 松 墨 天 牛 Monochamus alternatus Hope 中 昆虫 表皮 蛋白 (ICP) 基 因 在 幼虫 各 组 织 中 和 
不 同 发 育 阶 段 的 时 空 表达 模式 。[ 方 法 ] 用 cDNA 末端 快速 扩 增 方法 (rapid amplification of cDNA ends, RACE) 克 
隆 了 松 墨 天 牛 表皮 蛋白 基因 ,用 实时 荧光 定量 PCR 分 析 了 该 基因 在 幼虫 体内 和 不 同 虫 态 中 的 表达 。[【 结果 ]】 克隆 
获得 的 松 墨 天 牛 幼虫 表皮 蛋白 基 命 名 为 MoallCP ( GenBank 登录 号 :AGX00998. 1) ,开放 阅读 框 长 408 bp ,编码 135 
个 氨基 酸 , 推测 得 到 的 蛋白 的 分 子 量 为 14. 51 kDa, Hi MoallCP 推导 的 蛋白 与 桑 天 牛 Apriona germari ICP 
( AAM66718. 1) 氨基 酸 序列 一 致 性 为 79% ; 与 丽 蝇 师 集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis ICP ( NP. 001161297. 1) 、 果 蝇 
Drosophila mojavensis ICP ( XP. 002005461. 1) EF HE Papilio polytes ICP ( BAM18876. 1) 等 19 种 昆虫 表皮 蛋白 的 
氨基 酸 序 列 一 致 性 在 35% — 4596 之 间 ; 在 第 10 - 26 [or CREER Ab UR — T ES Hr ER. MoalICP 在 幼虫 头 、 体 壁 LR 
肪 体 vr. 4 ER FANE EAE CS se RE JC, P OD US ft 1 | Jc 41 P S 4496 和 161%. [ 结论 MoallCP 
与 其 他 昆虫 有 较 高 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 。Moal1CP 在 松 墨 天 牛 幼虫 内 广泛 表达 ;在 各 个 发 育 阶 段 中 ,以 成 虫 中 的 表 
达 量 最 高 。 本 文 为 进一步 研究 松 黑 天 牛 表 皮蛋 白 基 因 的 生理 功能 和 松 黑 天 牛 的 表皮 化 学 奠定 基础 。 

关键 词 : BERE; 表皮 和 蛋白; 基因 克隆 ; 菊 光 定量 PCR; RACE 
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Cloning and expression profiling of a cuticular protein gene in 


Monochamus alternatus ( Coleoptera: Cerambycidae) 
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Abstract: [ Aim] This study aims to explore the expression profiles of insect cuticle protein (ICP) gene 
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in different larval tissues and developmental stages of Monochamus alternates. [ Methods] The gene 
coding for cuticle protein of M. alternatus was cloned by rapid amplification of cDNA ends ( RACE) 
method. Real-time quantitative PCR was used to detect the gene expression profiles. [Results] The 
cloned cuticle protein gene from M. alternatus was named as MoallCP ( GenBank accession no. 
AGX00998. 1). The opening reading frame of MoallCP is 408 bp in length, encoding a protein of 135 
amino acids with an estimated molecular mass of 14.51 kDa. Multiple sequence alignment indicated that 
MoalICP shares the highest amino acid sequence identity ( 7996) with ICP from Apriona germari 
(AAM66718.1), and 35% — 4596 identities with ICPs from 19 insects including Nasonia vitripennis 
( NP. 001161297. 1) , Drosophila mojavensis ( XP. 002005461. 1) , and Papilio polytes ( BAMI8876. 1) 
at the amino acid level. There is a transmembrane segment between the 10th and the 26th amino acid 
sites in MoallCP. MoalICP gene was expressed in head, body wall, fat body, haemocytes, Malpighian 
tubules, and midgut body of larvae. The relative expression level of MoallCP gene in pupae and adults 
was 44% and 16196 of that in larvae, respectively. [ Conclusion] MoalICP has high amino acid 
sequence identity with ICPs from other insects. The Moal/CP gene is expressed widely in M. alternatus 
larvae, and has the highest expression level in adults. The present study provides reference for further 
research on functions of MoalICP and epidermis chemistry of M. alternatus. 
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干燥 高 渗透 压 .季节 性 光 周 期 等 环境 胁迫 会 影 
响 昆 虫 等 生物 体 的 许多 生理 生化 反应 ,并 由 此 引发 
一 系列 相关 基因 的 激活 与 沉默 ,从 而 反映 昆虫 对 环 
境 胁迫 的 耐 受 能 力 (Chen et al., 2006) 。 昆 虫 表皮 
是 抵御 外 界 环境 的 第 一 道 防线 ,昆虫 通过 调节 表皮 
渗透 能 力 而 产生 抗 药 性 (Ahmad et al., 2006), EE 
表皮 主要 成 分 是 几 丁 质 和 多 种 结构 性 表皮 蛋白 
(insect cuticular protein, ICP) ,在 昆虫 机 动 特性 , 抵 
御 水 分 蒸发 和 应 对 外 界 不 良 环境 的 影响 方面 起 着 重 
要 的 作用 (Vincent and Wegst, 2004) , ICP 的 种 类 
因 虫 种 和 发 育 阶段 而 异 , 是 昆虫 表皮 结构 和 机 械 性 
质 的 重要 影响 因素 (Andersen et al., 1995) ,是 研究 
昆虫 变态 发 育 和 角质 层 在 生化 及 结构 上 改变 的 重要 
模型 ;对 昆虫 表皮 有 蛋白 基因 特征 和 性 质 的 了 解 是 研 
究 角 质 层 的 基础 (Kucharski et al., 2007) ,因而 受到 
越 来 越 多 研究 者 的 关注 。 

Snyder 等 (1982 ) 首次 报道 了 4 种 果 蝇 的 ICP 
序列 。 随 着 家 看 Bombyx mori, X] 比 亚 按 蚊 Anopheles 
gambiae 和 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum 等 昆虫 全 
基因 组 测序 相继 完成 ,昆虫 表皮 和 蛋白 的 鉴定 也 随 之 
展开 。 至 今 为 止 , GenBank 中 可 检索 到 1 778 条 表 
皮蛋 白 基 因 (7CPC) ,其 中 605 条 为 核酸 序列 ,3 条 为 
表达 序列 标签 (expressed sequence tags, EST) ,1 170 
条 为 基因 组 DNA 片断 序列 推导 而 来 (其 中 冈比亚 按 
fx 240 个 ; 家 A 221 个 ; EE HR WR Drosophila 
melanogaster 155 ^h; 丽 晶 晴 集 金 小 蜂 Nasonia 
vitripennis 76 个 ;西方 蜜蜂 Apis mellifera 48 个 ;意大利 
蜜蜂 4. mellifera ligustica 2 个 ;中 华 蜜蜂 Apis cerana 
cerana 1 个 ) (Willis, 2010; 孙 亮 先 等 ,2011 ,2012 ) 。 

环境 (干燥 渗透 压 和 光 周 期 ) 激素 、 转 录 因 子 
和 内 含 子 等 因素 调控 ICPG 表达 ,同时 内 含 子 调控 
作用 离 不 开 激素 和 转录 因子 ,这 些 因 素 由 表 及 里 相 
HEH, 使 ICPG 表达 形成 一 个 多 级 调控 系统 
(Charles, 2010; 刘 清 明 等 ，2010; Willis et al., 
2012), ICPG 主要 在 昆虫 表皮 组 织 表达 ( Kim et al., 
2005; Zhong et al., 2006) ,可 能 出 现在 与 晓 皮 过 程 
相关 的 不 同 的 生长 阶段 (Mathelin et al., 1998) 。 

松 轩 天 和 牛 Monochamus alternatus Hope 是 重要 的 
针叶树 害虫 , 主要 危害 马尾 松 Pinus massoniana、 油 
松 Pinus tabulaeformis ŒW) Pinus thunbergii 等 ,也 是 
松 材 线虫 病 的 主要 传播 媒介 ( 刘 平 等 , 2010) 。 本 研 
究 用 cDNA 末端 快速 扩 增 (rapid amplification of 
cDNA ends，RACE ) 方 法 扩 增 获得 了 松 墨 天 牛 中 昆 
虫 表皮 蛋白 (MoalICP) 基因 的 序列 ,用 实时 荧光 定 











































































































ig PCR ( real-time quantitative PCR, RT-qPCR ) 分 析 
了 该 基因 在 松 墨 天 牛 幼虫 组 织 的 表达 差异 ,为 进 一 
步 研 究 松 墨 天 牛 表 皮蛋 白 基 因 的 生理 功能 黄 定 
基础 。 





1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

松 墨 天 牛 幼虫 采 自 马尾 松 次 生 林 , 由 广东 省 林 
业 科 学 研究 院 惠 赠 。 用 人 工 饲 料 在 25%C 、 相 对 湿度 
70% — 7596 、 黑暗 条 件 下 饲养 至 晴 、 成 虫 ( 徐 金 华 
等 , 2009) 。 取 头 宽 、 体 长 日 龄 一 致 的 幼虫 . 晴 和 成 
虫 作 为 实验 样本 。 
1.2 主要 试剂 

3'Full RACE Core Set Ver. 2. 0 Kit LA Taq DNA 
聚合 B. dNTPs, MgCL, Taq DNA 聚合 酶 、 
PrimeScripi? RT Reagent Kit with gDNA Eraser, 
SYBR? Premix Ex Taq “ 购 自 大 连 宝生 物 工程 有 限 公 
司 ;UNIQ-10 柱 式 Trizol 总 RNA ji iR x. DNA 
Cloning Vector 试剂 盒 、T4 DNA 连接 酶 、IPTG、X- 
Gal, EZ Spin Column Total RNA Isolation Kit, EZ Spin 
Column Total RNA Isolation Kit 购 自 上 海 生 工 生 物 技 
术 有 限 公 司 ; Universal 通用 型 DNA 纯化 回收 试剂 
盒 质粒 小 提 试 剂 盒 .DNA 分子量 标准 1 kp DNA 
Ladder DNA 分 子 量 标准 D2000 , Z4 RT 8 3 Pot IJ 
自 天 根 生 化 科技 有 限 公司 。 
1.3 组 织 样品 的 收集 

在 分 离 组 织 前 ,对 松 墨 天 牛 幼 虫 进行 清洗 、 体 表 
消毒 .麻醉 。 头 部 、 体 壁 脂 肪 体 、 马 氏 管 . 中 肠 5 部 
分 组 织 分 别 收 集 并 分 装 在 干净 的 离心 管 中 , 经 液 所 
速冻 后 , 置 于 -80% 冰箱 保存 备用 。 
由 于 血 淋 巴 含量 少 , 离 体 后 容易 发 生 凝血 和 黑 
化 反应 ,给 收集 工作 带 来 一 定 难 度 。 对 松 墨 天 牛 血 
淋巴 的 收集 按 如 下 方法 处 理 : 选 用 背 血 管 取 血 法 
(EAT, 2009) ,用 微量 注射 针 刺 破 幼虫 的 体 壁 ,将 
收集 的 血 淋 巴 置 于 预先 冰 浴 的 等 体积 的 抗 凝血 剂 组 
冲 液 中 ( Wang et al., 2007) ,并 在 采集 的 血 淋 巴 中 加 
和 人 其 体积 8% 的 饱和 茶 硫 脲 溶液 (Nakamatsu et al., 
2007 ) ,以 防止 血 淋 巴 的 凝固 ; 混 匀 ,4%C16 543 g BS 
OFER ( 王 岩 等 , 2009; 刘 清 兰 等 , 2012)。 
1.4 总 RNA 的 提取 与 cDNA 的 合成 

用 UNIQ-10 柱 式 Trizol 总 RNA 抽 提 试剂 盒 分 
别提 取 松 墨 天 牛 幼 虫 及 各 组 织 ( 头 、 体 壁 、 脂 肪 体 、 
血细胞 .中 肠 和 马 氏 管 ,取样 量 为 20 3h) NR, X, 
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总 RNA。 总 RNA 经 纯化 后 ,用 萄 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 
测 其 质量 , 并 用 微量 紫外 分 光 光 度 仪 ( Nanodrop 
2000) 检测 其 纯度 并 定量 , 置 于 -80Y 保存 备用 。 
反 转 录 反 应 按照 PrimeScript® RT reagent Kit with 
gDNA Eraser 说 明 书 进行 ,获得 第 一 链 cDNA ,用 于 
3'RACE 和 RT-qPCR 的 反应 模板 , 置 于 -20% 保存 
备用 。 
1.5 引物 设计 和 3’RACE 扩 增 

在 以 往 的 研究 中 ,我 们 构建 了 松 黑 天 牛 的 
cDNA 文库 ,从 中 获得 了 松 办 天 牛 表皮 蛋白 MoalICP 
基因 的 5' 端 序列 (GenBank 登录 号 : JZ144492) ( Wei 
et al., 2013) 。 本 研究 在 此 基础 上 进行 3'RACE 扩 
增 , 以 获得 MoallCP 基因 全 序列 。 用 DNAStar 中 的 
Primer select 软件 设计 特异 性 引物 (MoalICPouter， 
MoalICPInner) ,结合 试剂 盒 提 供 的 两 个 下 游 引 物 3" 
RACE outer Primer fI 3'RACE inner Primer 进行 梨 式 
PCR。 首 先 用 通用 3'RACE Outer Primer 和 特异 性 引 
物 MoallICPouter 进行 第 一 次 Outer PCR 扩 增 ,具体 
的 PCR 反应 条 件 为 :94%C 预 变性 3 min ,94% 30 s, 
55% 30 s,72% 1 min,20 个 循环 ,72% 延伸 10 min, 
反应 完毕 后 取 1 kL 反应 产物 ,使 用 通用 引物 3" 
RACE Inner PCR 和 特异 性 引物 MoalICPInner 进行 
fX PCR 的 Inner PCR 扩 增 。 反 应 进行 30 个 循环 ， 
其 他 条 件 同 第 一 次 Outer PCR 扩 增 。PCR 产物 经 由 
2% 的 珀 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ,回收 目的 DNA 片段 ,与 
PUCm-T 载体 连接 ,将 连接 产物 转化 DH5a 感受 态 
细胞 ,进行 Amp 抗 性 蓝 白 斑 筛 选 , 挑 阳性 菌落 提取 
质粒 。 经 PCR 鉴定 后 送 上 海 生 工 生物 技术 有 限 公 
司 测序 。 获 得 MoallCP 的 开放 阅读 框 (ORF) 后 ,以 
此 再 设计 引物 (RT-qPCR F,RT-qPCR R) ,用 来 进行 
RT-qgPCR。 本 研究 中 用 到 的 引物 序列 见 表 1 。 


表 1 本 研究 所 使 用 的 引物 
Table 1 Primers used in the study 





















































引物 名 称 引物 序列 (5 -37) 
Primer name Primer sequence 
MoalICPouter CAGATGTTCCAGCAAGTGTCG 

3'RACE Outer Primer TACCGTCGCTTCCACTAGTGATTT 
MoallCPInner CCGTAAGTGCTGCTTGGGAATA 


3'RACE Inner Primer CGCGGATCCTCCACTACTCATTTCACTATAGG 


actin F CTCTGCTATGTAGCCCTTGACTT 

actin R GGAGTTGTAGGTGGTTTCGTG 
RT-qPCR F TTTGTAGCATTCCTCGTCTGTC 
RT-qPCR R TTTGAGATTCCCTTCTTCGTG 


1.6 生物 信息 学 分 析 
1.6.1 基因 与 蛋白 质 特 性 预测 :用 DNAstar 软件 将 





所 得 DNA. 序列 翻译 成 蛋白 质 序列 ,用 NCBI 在 线 工 
H ORF finder( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/ 
gorf. html) 搜索 MoallCP 开放 阅读 框 ; 用 TMpred 
( http://www. ch. embnet. org/software/TMPRED _ 
form. html) 预测 跨 膜 区 ;用 NetPhos ( http://www. 
cbs. dtu. dk/services/NetPhos/) 预测 磷酸 化 修饰 
位 点 。 
1.6.2 系统 发 育 树 :从 NCBI (http://www. Ncbi. 
nlm. Nih. gov/) GenBank 数据 库 中 检索 昆虫 表皮 和 蛋 
白 氨基 酸 序列 ,用 GENEDOC 软件 对 松 墨 天 牛 表皮 
蛋白 及 其 他 昆虫 表皮 和 蛋白 进行 同 源 性 比 对 ; 用 
Clustal X 软件 和 MEGA 4. 0 软件 构建 表皮 蛋白 系统 
发 育 树 (NJ 法 ) 。 
1.7 RT-qPCR 检测 

以 MoalICP 基因 在 3 龄 幼虫 的 表达 量 为 标准 参 
量 , 以 actin 基因 为 内 参 基 因 ,无 菌 超 纯 水 为 阴性 对 
H8 ,采用 RT-qPCR(SYBR Green) 检测 MoalICP 在 幼 
虫 各 组 织 中 和 肾 、 成 虫 中 的 表达 量 。RT-qPCR 反应 
程序 :95Y% 预 变性 5 min;95% 10 s,60% 20 s, 进 行 
40 个 循环 。 反 应 在 LightCycler480 荧光 定量 PCR 仪 
上 进行 , 设 cDNA 样品 3 次 重复 ,反应 结束 后 来 集 目 
标 基 因 的 C, 值 和 内 参 基因 的 C, 平均 值 , 利 用 2 
相对 定量 法 计算 相对 表达 量 (Livak and Schmittgen， 
2001 ) 。 
1.8 数据 统计 分 析 

用 SPSS17. 0 对 RT-qPCR 结果 进行 方差 分 析 ， 
采用 Duncan 氏 多 重 比较 检验 (已 =0.01 水 平 ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 MoalICP 基因 和 推导 的 氨基 酸 序列 分 析 

本 研究 从 松 墨 天 牛 幼 虫 中 克隆 获得 一 个 新 的 表 
皮蛋 白 基 因 , 命 名 为 MoalICP (GenBank 登录 号 : 
AGX00998. 1) , MoalICP 开放 阅读 框 长 408 bp, 编 
码 135 个 氨基 酸 ,推测 得 到 的 蛋白 的 分 子 量 为 
14.51 kDa。 该 基因 的 核 苷 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 
序列 见 图 1。 

用 TMpred 对 MoalICP 进行 在 线 跨 膜 区 分 析 的 
结果 表明 ,在 第 10 - 26 位 氨基 酸 左 右 处 含有 一 个 路 
膜 片段 ,方向 为 膜 内 向 膜 外 。 通 过 MoalICP 的 磷酸 
化 修饰 位 点 进行 预测 发 现 ,MoalICP 有 丝氨酸 磷酸 
化 位 点 4 个 , 酷 损 酸 磅 酸化 位 点 1 个 ,较为 分 散 , 数 
量 也 较 少 ,说 明 MoalICP 可 能 受 较 为 单一 的 磷酸 酶 
修饰 。 
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39 ATGAAGAAGTTATCAGTTCTATTTGTAGCATTCCTCGTCTGTCATGTGCAGAGCGCTACAGATGTTCCAGCAAGTGTCGTTCCAATTATT 
MERLSVLEFPFVAFLVCHYQSATDYPASVVPII 


129 TCCGAAACAATTGCTTTAGAAACTGATGGAAATTTTCACTACAGCTATGAAACTGGAGATGGAATAAAAGCACACGAAGAAGGGAATCTC 
SETIALETDGNFHYŞYETGDGIKAHEEGNL 


219 AAAAAAGTAAATGATGAATTAGTGGAAACCGTAAGTGGTGGTTGGGAATATACTGCACCAGATGGAAAGCCCATTTCCATTTCTTATGTC 
EDE d D Bt A 


309 GCTGATGAAACCGGCTATCATCCCACTGGTGACTCCATTCCGGTAGCTCCTCCTATTCCTGAACCAATTGCCAAACTCATACAGTACTTA 


dg pe Y ERALA PD bk A EL 


399 GAAGCTCATCCTCAACTACAAGAAGTTAGTGGAGAAGCCACTAGTTAACTTTTGAACAATAAGGACCAATGACAAACTGATGTAAATACA 
E AHPQALQEVŞGEATŞ * 


489 TAAATACATAATGTAATTACTAGATAAAGAGGCAGTTGCAGTACATAAAAAAAAAAAACCTATAGTGAAATCACTAGTGGAGGATCCGCG 


到 1 MoallCP 基因 全 长 及 推导 的 氨基 酸 序列 



































Fig.1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of MoalICP 


起 始 密码 子 ATG 加 粗 表 示 ,3' RACE Inner Primer, MoallCPouter, MoallCPinner 和 R&R 保守 基 序 分 别 用 虚线 A P XE; 200 TF XJ Zk REI ZR HH , 











4 个 丝氨酸 磷酸 化 修饰 位 点 以 三 角形 标注 ,1 个 酷 氨 酸 磷酸 化 修饰 位 点 以 正方 形 标注 ,终止 密码 子 用 星 号 标注 。The translation start codon is 
marked in bold; 3'RACE Inner Primer, MoallCPouter and MoallCPinner, R&R motif are underlined with dash line, single underline, double underline 








and wave line, respectively; four serine phosphorylation sites are underlined with triangles; the tyrosine phosphorylation site is designated with a square; 


and the stop codon is marked with an asterisk. 


2.2 昆虫 表皮 蛋白 氨基 酸 序列 同 源 性 比 对 及 进化 
树 构建 

用 GENEDOC 软件 做 出 的 MolaICP 与 其 他 20 
种 昆虫 的 ICPs 的 氨基 酸 序列 同 源 性 比 对 的 结果 可 
知 ，MolaICP 5 % K # Apriona germari ICP 
( AAM66718. 1) 氨基 酸 序 列 一 致 性 最 高 ,为 79% ;与 
丽 蝇 师 集 金 小 蜂 N. vitripenni ICP ( NP. 001161297. 
1 )、 果 晶 Drosophila mojavensis ICP ( XP. 002005461. 
1) JS UE Papilio xuthus ICP ( BAG30800. 1) 、 佛 
EX Æ XA 5 dy X Camponotus floridanus ICP 
(EFN60841. 1) 4% 15 种 昆虫 的 ICPs 的 一 致 性 在 
40% ~ 4596 之 间 ; 5j d E Papilio polytes ICP 
(BAM18876. 1 )、 红 火 WX Solenopsis invicta ICP 
(EFZ20561.1)、 风 比 亚 按 蚊 ICP (XP_318995.4) 等 
5 种 昆虫 的 ICPs 的 一 致 性 在 35% ~39% 之 间 ( 图 
2)。 由 MEGA 软件 构建 的 其 中 序列 一 致 性 较 高 的 
14 种 昆虫 的 ICPs 的 系统 发 育 树 (图 3) 表明: 松 墨 天 
牛 与 桑 天 牛 遗 传 距 离 最 近 , 属于 同一 分 梳 ; 与 果 晶 
D. grimshawi 佛罗里达 马 背 蚁 等 昆虫 的 遗传 距离 较 
远 ,这 些 结果 与 一 致 性 比 对 的 结果 是 一 致 的 。 
2.3 MoallCP 基因 在 松 墨 天 牛 幼虫 组 织 和 不 同 虫 
态 中 的 表达 

利用 RT-qPCR 分 析 了 MoalICP 基因 在 松 墨 天 
牛 幼虫 组 织 内 和 不 同 虫 态 中 转录 水 平 的 表达 ,结果 
显示 ,WoaUCP 在 幼虫 头 、 体 壁 、 脂 肪 体 、 血 细胞 、 中 
肠 和 马 氏 管 中 均 有 表达 ,在 头 部 中 的 转录 水 平 高 于 
其 他 部 位 ,脂肪 体 中 次 之 。 方 差分 析 结 果 表 明 ， 
































MoalICP 在 幼虫 各 组 织 间 的 表达 差异 显著 , Duncan 
氏 多 重 比较 显示 , 体 壁 与 脂肪 体 间 表 达 差 异 显著 ; 脂 
肪 体 与 头 部 间 表 达 差 异 不 显著 (P=0.01)( 图 4)。 
MoalICP 在 师 和 成 虫 中 的 表达 量 分 别 是 在 幼虫 中 的 
44% 和 161% (图 5)。 














3 讨论 





昆虫 的 表皮 蛋白 是 一 个 庞大 的 家 族 ,根据 保守 
性 基 序 的 不 同 , ICPs 可 分 为 CPR, CPF, CPFL, CPG 
和 CPT 5 个 家 族 ( 刘 清明 等 , 2010) ,其 中 CPR ZO 
分 布 最 广 ,数量 众多 , 约 占 所 有 ICPs 的 70% ,其 成 员 
ERG H PEH EL HW EE JRA HE 238 HAEA H 
等 昆虫 中 都 有 发 现 (Willis et al., 2005), F- 1988 
年 Rebers 和 Riddiford 最 先 鉴 定 了 CPR 家 族 保 守 基 
序 (R&R motif ) G-x (8) -G-x (6) -Y-x-A-x-E-x-G- 
Y-x (7) -P-x (2) -PC x 表示 氨基 酸 , 括 弧 内 的 数字 为 
该 处 x 的 数目 ) (Rebers and Riddiford, 1988), 
MoalICP 含有 R&R 保守 基 序 ,属于 IPG 中 CPR 基因 
家 族 成 员 。Rebers 和 Riddiford 指出 CPR 家 族 的 保 
守 基 序 对 角质 层 结构 起 重要 作用 (1988 ) 。R&R 保 
守 基 序 的 分 子 构象 最 可 能 是 B HA (Guan et al., 
2006) ,而 B 折 又 是 几 丁 质 - 蛋 白质 相互 作用 所 必需 
的 (Atkins, 1985) 。CPR 家 族 的 保守 基 序 最 大 的 作 
用 就 是 结合 几 丁 质 ; 具有 几 丁 质 的 结合 位 点 ,是 
CPR 家 族 最 大 的 特征 。 

表皮 和 蛋白 基因 (LCP3 ) 在 家 乍 幼虫 的 外 表皮 、 血 
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2  MolalCP 与 其 他 20 种 昆虫 的 ICPs 氨基 酸 序列 比 对 
Fig.2 Amino acid sequence alignment of MolalCP from Monochamus alternatus and nineteen ICPs from other insects 

R&R 基 序 用 下 划 线 标 出 R&R motif is underlined. 蛋白 来 源 及 GenBank. 登录 号 为 Origin of ICPs and their GenBank accession numbers; M. 
松 墨 天 和牛 Monochamus alternatus, AGX00998.1; A. germari ; AAM66718.1; B. mori: Z% Bombyx mori, NP_ 
001036827.1; D. mojavensis; 果 晶 Drosophila mojavensis, XP. 002005461. 1; P. xuthus; 柑橘 风暴 Papilio xuthus, BAG30800.1; C. floridanus; 佛 
B E5 HIX Camponotus floridanus, EFN60841. 1; A. gambiae: [X] Ee WE. FÈ Ex Anopheles gambiae, XP. 318995. 4; D. ponderosae; 黑山 大 小 过 
Dendroctonus ponderosae, ENN72716.1; D. grimshawi; Wẹ Drosophila grimshawi, XP_001983922. 1; A. echinatior; 切 叶 由 Acromyrmex echinatior , 
EGI57987.1; A. aegypti; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, XP_001650041. 1; D. R ha Drosophila erecta, XP_968434. 1; EX 
Drosophila willistoni, XP. 002068431.1; D. virilis; Wẹ Drosophila virilis, XP. 002050760. 1; S. invicta; 红火 由 Solenopsis invicta, EFZ20561.1; N. 
Tj Ba i ^] NE Nasonia vitripennis, NP. 001161297.1; D. plexippus: 黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus, EHJ70617.1; A. yamamai; 半 目 大 
f& Antheraea yamamai, AER27818.1; C. fumiferana; zx 42 IR Choristoneura fumiferana, AFC88815. 1; P. polytes; 玉带 凤 蝶 Papilio polytes , 
BAMI18876.1; H. saltator; 印度 跳 蚁 Harpegnathos saltator, EFN78516.1. 图 3 [ri] The same for Fig. 3. 




















alternatus ; 桑 天 牛 Apriona germari , 





erecta ; D. willistoni; 


vitripennis ; 
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淋巴 和 脂肪 体 中 都 有 表达 ( 王 萌 长 ,2001 ) 。 本 研究 
选取 松 墨 天 牛 幼虫 6 种 组 织 分 析 表 皮蛋 白 基 因 的 表 
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基于 14 种 昆虫 的 ICPs 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 


Fig.3  Phylogenetic tree of fourteen insects based 
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on the amino acid sequences of their ICPs 


进化 树 上 分 支点 数值 代表 1 000 次 循环 检验 的 置信 和 度 ;标尺 示 遗 传 
距离 。 Bootstrap support values (96) based on 1 000 replicates are 


indicated. The scale bar represents the genetic distance. 


达 量 ,发 现在 头 部 的 表达 量 最 高 (6. 68) ,脂肪 体 次 
之 (6.11) ,其 余 依次 为 体 壁 (4.01) 、 血 细胞 (3. 21) 
和 中 肠 (3. 00), 在 马 氏 管 中 (2. 18 ) 表 达 量 最 低 。 
MoalICP 在 这 些 组 织 中 都 有 表达 ,说 明 其 在 昆虫 体 
内 的 表达 较为 普遍 , 发挥 重要 的 生理 功能 ,其 表达 产 
物 可 能 参与 相应 融 官 的 结构 形成 、 暗 皮 与 变态 ,也 可 
能 与 阻止 外 来 物质 (如 农药 ) 的 侵入 有 关 。 从 中 我 
们 也 发 现 , 体 壁 中 表皮 和 蛋白 基因 表达 量 不 是 最 高 的 ， 
MoalICP 在 脂肪 体 中 的 表达 量 比 在 体 壁 的 高 ,推测 
脂肪 中 的 表皮 蛋白 基因 参与 表皮 渗透 能 力 更 加 显 
3 ,与 抗 药性 的 产生 关系 密切 。ICP 基因 的 表达 与 
昆虫 的 生长 .发育 及 变态 等 生理 过 程 密切 相关 ， 
MoalICP 在 成 虫 中 的 表达 量 比 在 幼虫 中 高 ,可 能 对 
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图 4 松 墨 天 牛 幼虫 不 同 组 织 中 MoallCP 
表达 量 RT-qPCR 分 析 
Fig.4 Expression profiles of MoalICP in different 
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tissues of Monochamus alternatus larvae detected by RT-qPCR 
Hd; 头 部 Head; Bw; 体 壁 Body wall; Fb: 脂肪 体 Fat body; Ha: 血 细 
胞 Haemocytes; Mt: 马 氏 管 Malpighian tubules; Mi: 中 肠 Midgut. KI 
中 数据 为 平均 数 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字母 表示 差异 显著 (Duncan R 
多 重 比较 检验 ,P<0.01) ;图 $ 同 。Data in the figure are represented 


as mean + SÉ. Different capital letters above bars indicate significant 























difference (P «0. 01) (Duncan' s multiple range comparison). The 


same for Fig. 5. 
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K5 松 墨 天 牛 不 同 虫 态 MoallCP 表达 量 RT-qPCR 分 析 
Fig.5 Expression profiles of MoalICP in different developmental 
stages of Monochamus alternatus detected by RT-qPCR 


成 虫 形成 更 为 坚硬 的 体 壁 ,以 适应 不 同 于 幼虫 所 处 
的 环境 抵御 不 良 外 界 因素 的 影响 有 利 。 

综 上 ,本 人 研究 克隆 了 松 黑 天 牛 MoallCP 基因 ,分 
析 了 该 基因 的 生物 信息 学 特点 ,对 其 在 幼虫 中 不 同 
组 织 的 转录 水 平 进行 了 比较 ,为 揭示 MoallCP 在 松 
墨 天 牛 的 生理 功能 提供 参考 。 下 一 步 将 研究 
MoalICP 基因 在 松 墨 天 牛 不 同 发 育 阶 段 的 表达 水 
平 ;用 RNA 干扰 方法 ,研究 MoallCP 表达 受到 抑制 
后 ,农药 对 松 墨 天 牛 的 作用 效果 。 
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